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摘  要 : 钙结合蛋白是日本血吸虫生长发育不可缺少的蛋白，具有非常广泛而重要的功能。在课题组日本血吸
虫体被表膜蛋白研究基础上，利用 PCR 技术克隆了中国大陆株日本血吸虫 66 kDa 钙结合蛋白 (SjIrV1) 编码基
因的 cDNA 序列，BLAST 分析与菲律宾株日本血吸虫 SjIrV1 cDNA 编码序列一致，荧光定量 PCR 分析表明该
基因在童虫和成虫期不同发育阶段均有表达，其中在 35 d 和 42 d 成虫中表达量较高，在 42 d 雌虫中该基因表
达水平远高于 42 d 雄虫。构建重组表达质粒 pET28a (+)-SjIrV1，在大肠杆菌中成功诱导表达，重组蛋白主要
以可溶性形式存在，通过高效液相色谱法 (RP-HPLC) 以及串联质谱法 (MS/MS) 鉴定所获蛋白为目的蛋白
SjIrV1。蛋白质印迹 (Western blotting) 分析结果显示重组蛋白能被感染日本血吸虫鼠血清和免疫鼠血清所识
别，SjIrV1 蛋白在虫体各发育阶段中均表达。免疫荧光染色实验观察表明 SjIrV1 主要分布在日本血吸虫成虫
的表膜。应用重组蛋白免疫 BALB/c 小鼠后，免疫鼠血清中检测到较高水平的特异性 IgG、IgG1 和 IgG2a 抗体。
结果表明 SjIrV1 可能在日本血吸虫的生长发育过程中起着重要作用。 
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Abstract:  Calcium-binding protein is an indispensable protein which performs extensive and important functions in the 
growth of Schistosoma japonicum. Based on our primary study on tegument surface proteins of S. japonicun, a cDNA 
encoding a 66 kDa calcium-binding protein of S. japonicum (Chinese strain) was cloned, sequence analysis revealed that it 
was identical with that of SjIrV1 of Philippines strains S. japonicum. The expression of SjIrV1 were detected by Real-time 
PCR, using cDNA templates isolated from 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days worms and the results revealed that the gene was 
expressed in all investigated stages, and the mRNA level of SjIrV1 is much higher in 42 d female worms than that in 42 d 
male worms. The cDNA containing the open reading frame of IrV1 was subcloned into a pET28a (+) vector and 
transformed into competent Escherichia coli BL21 for expression. The recombinant protein was purified using a Ni-NTA 
purification system, and confirmed by high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and tandem mass spectrometry 
(MS/MS). Western blotting analysis showed that recombinant SjIrV1 (rSjIrV1) could be recognized by the S. japonicum 
infected mouse serum and the mouse serum specific to rSjIrV1, respectively. Immunofluorescence observation exhibited 
that SjIrV1 was mainly distributed on the tegument of the 35-day adult worms. ELISA test revealed that IgG, IgG1 and 
IgG2a antibodies are significantly increased in the serum of rSjIrV1 vaccinated mice. The study suggested that rSjIrV1 
might play an important role in the development of S. japonicum. 

















Hawn 等 1993 年报道用放射性照射尾蚴免
疫的鼠血清筛选曼氏血吸虫 cDNA文库，得到一
非 EF-hand 家族蛋白 SmIrV1 的编码基因[9]。
Hooker等在 1999年用去垢剂 Triton X-14溶解的
血吸虫膜相关蛋白免疫家兔，制备多克隆抗血
清，用该抗血清从日本血吸虫 (菲律宾株) 表达
cDNA 文库中筛到编码 SjIrV1 的 cDNA 序列基
因。生物信息学分析表明 SjIrV1蛋白与 SmIrV1















1  材料与方法 
1.1  材料 






1.1.2  cDNA文库、质粒与菌株 
日本血吸虫成虫 cDNA文库，大肠杆菌菌株
DH5α、 BL21 (DE3)，原核表达载体质粒
pET28a (+) 均由本实验室保存。 
1.1.3  主要试剂和仪器 
限制性内切酶 BamHⅠ、XhoⅠ，pMD19-T
载体，T4 DNA连接酶，高保真 LA Taq酶，SYBR 
GreenⅡ购自 TaRaKa 公司；Ni-NTA His-Bind 
Resin 购自中科新生命生物科技有限公司；DNA 
Marker，Protein Marker，辣根过氧化物酶标记羊
抗鼠 IgG (羊抗鼠 IgG-HRP) 购于北京康为世纪
生物科技有限公司；DAB显色试剂盒、可溶性单
组分 TMB购于天根生物科技 (北京) 有限公司；
硝酸纤维素膜 (Whatman) 购自经科宏达生物技
术有限公司；Cy3标记山羊抗小鼠 IgG (H+L) 购





Eppendorf Mastercycler ep梯度 PCR仪，激光共聚
焦扫描成像分析系统为 (型号CISi) 日本Nikon公
司产品；蛋白电泳及电转移装置为美国 BIO-RAD
公司产品；超声波细胞破碎仪 (型号 VCX-130) 为
美国 SONICS 公司产品；多功能酶标仪 (型号
SynergyTM HT) 为美国 BioTek公司产品。 
1.2  方法 
1.2.1  虫体的收集 
新西兰白兔分别以腹部贴片法感染 20 000、
8 000、5 000、2 000条尾蚴，感染 7 d、14 d、
21 d、28 d、35 d和 42 d后剖杀，以肝门静脉灌
注法收集虫体，液氮冻存备用。 
1.2.2  总 RNA和虫体蛋白的提取 
取液氮中冻存 7 d、14 d、21 d、28 d、35 d




1.2.3  SjCa66 (SjIrV1) 基因的克隆和生物信息
学分析 
根据本课题组在日本血吸虫虫体体被表膜





序列设计一对引物 P1和 P2 (表 1)，以日本血吸
虫成虫 cDNA为模板，PCR扩增含完整 ORF的
cDNA序列片段。PCR产物纯化回收后，亚克隆




得到的 cDNA 序列在 NCBI 上进行同源性比对
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ； 利 用
DNAStar软件分析该基因的 ORF，并对其氨基酸
残基数、组成、蛋白质相对分子质量等进行分析；
利用信号肽预测软件 SignalP (www.cbs.dtu/ 
services/Singnalp)进行信号肽分析。 
1.2.4  SjIrV1在各期别虫体的转录水平分析 
分别提取 7 d、14 d、21 d、28 d、35 d、42 d
虫体和 42 d雌、雄虫体的总 RNA，定量，反转
录成 cDNA。以日本血吸虫 α-tubulin基因作为内
参，以获得的各期别的日本血吸虫 cDNA 为模
板，采用 SYBR Green 法进行荧光定量 PCR 
(qPCR) 检测 SjIrV1 基因在不同发育时期虫体的
表达量。分别设计 α-tubulin 和 SjIrV1 基因的实
时定量 PCR 引物 (表 1)，引物均由上海英骏生
物技术有限公司合成，其工作浓度为 10 pmol。
反应体系为：SYBR Premix Ex Taq II(2×) 10 μL，
ROX Reference Dye II(50×) 0.4 μL，PCR Forward 
Primer (10 μmol/L) 0.4 μL，PCR Reverse Primer 
(10 μmol/L) 0.4 μL，DNA模板 2.0 μL，加入RNase 
free H2O 至总体积 20 μL；反应条件为：50  ℃
2 min，95  30 s℃ ；然后 95  5 s℃ ，60  34 s℃ ，
共 40个循环；最后添加溶解曲线反应 95  15 s℃ ，
60  1 min℃ ，95  15 s℃ ，60  15 s℃ 。每个反应均
做 3个重复孔，7500 Software软件进行计算分析，
得出相对于每百万 α-tubulin 基因的 SjIrV1 基因
含量。 





一对引物 P3和 P4 (表 1)，以经过测序验证序列
正确的 pMD19-T-SjCa66质粒为模板，于序列的
5′端和 3′端分别引入 BamHⅠ、XhoⅠ两个酶切位
点，PCR 扩增去除信号肽后的 ORF 序列片段。
将 PCR 扩增得到的产物酶切纯化后亚克隆到原
核表达载体 pET28a (+) 的多克隆位点上，构建
得到重组质粒 pET28a (+)-SjIrV1，并转化到大肠
杆菌 BL21 (DE3) 感受态细胞中。将阳性重组菌
进行 PCR鉴定，抽提其重组质粒进行酶切鉴定，
并送至上海华津生物公司进行测序验证。将重组
菌液加入终浓度为 1 mmol/L的 IPTG进行诱导表
达。反复冻融 3 次，超声破菌离心后，12％ 
SDS-PAGE 分析重组表达蛋白是以可溶性还是








仪 (4 800 Plus MALDI TOF/TOFTM Analyzer) 
(Applied Biosystems，USA) 根据多肽和多肽碎片




用 BIOWORKS软件搜索日本血吸虫 S. japonicum
数据库，确定所鉴定的目的蛋白的性质。 
1.2.6  Western blotting 分析重组蛋白抗原性及
各期别虫体 SjIrV1蛋白的表达 
纯化的重组蛋白经 SDS-PAGE电泳后，低温
130 mA电转移 1 h至硝酸纤维素 (NC) 膜上，
分别以免疫前鼠血清、重组蛋白免疫鼠血清、鼠
抗 6-组氨酸 (6-His) 单抗以及感染日本血吸虫
鼠血清作一抗，以羊抗鼠 IgG-HRP 作为二抗，
二氨基联苯胺 (DAB) 作为底物进行显色。 
将 7 d、14 d、21 d、28 d、35 d虫体蛋白进




1.2.7  间接免疫荧光分析 SjIrV1的虫体组织定位 
收集日本血吸虫 35 d成虫虫体，制成 8 μm
的冰冻切片，以 rSjIrV1重组蛋白免疫的 BALB/c
小鼠血清作为一抗，Cy3标记羊抗鼠 IgG (H+L) 
作为二抗，10 μg/mL DAPI溶液室温避光复染，
置荧光显微镜下观察蛋白的分布情况。 
1.2.8  rSjIrV1 多克隆抗体的制备及 rSjIrV1 的
动物免疫保护试验 
将 30 只 6~8 周龄 BALB/c 小鼠随机分成 3
组，每组 10只，分别为 rSjIrV1重组蛋白免疫组、
206佐剂对照组和 PBS对照组。免疫组每只每次
皮下注射含 20 μg rSjIrV1蛋白和 206佐剂的乳化
液，每隔两周免疫 1次，共免疫 3次，PBS对照
组注射相同剂量的 PBS，206佐剂对照组注射相
同剂量的 206佐剂和 PBS混合液。于第 1次免疫
前 1周及每次免疫后1周分别经眼眶采集各组小鼠
血液 0.1 mL，37 ℃静置 1 h后，4 ℃、3 000 r/min 





PBS缓冲液 (pH 7.2) 至终体积 20 mL，组织匀
浆器匀浆后，取 1 mL匀浆液并加入 1 mL 10％ 







减卵率= (1−免疫组 EPG/206 佐剂对照组
EPG) ×100％。 
1.2.9  间接 ELISA法检测特异性抗体 
纯化的 rSjIrV1 重组蛋白用紫外分光光度计
测定蛋白浓度， 0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液 
(pH 9.6) 稀释重组蛋白至终浓度为 10 μg/mL，
以 100 μL/孔 4℃过夜包被 96孔酶标板，将收集
的各组小鼠血清作为一抗，羊抗小鼠 IgG-HRP、
羊抗鼠 IgG1-HRP和 IgG2a-HRP作为二抗，可
溶性单组分 TMB避光显色，2 mol/L H2SO4终
止反应。BioTek 公司酶标仪测定 450 nm 处的
吸光度。 
1.3  统计学分析 
采用 GraphPad Prism 5软件对数据进行 t检
验分析。 




表 1  PCR 和 qPCR 引物 
Table 1  Primers used for PCR and qPCR 


















2  结果 
2.1  SjIrV1 基因的克隆及生物信息学分析 
在本课题组日本血吸虫体被表膜蛋白质组
学分析中筛选得到的 SjCa66基因，经 PCR克隆
获得含完整 ORF大小为 1 749 bp的 cDNA片段。
对该基因编码的氨基酸序列分析表明，该基因编
码 582个氨基酸，理论等电点为 5.03，理论相对




血吸虫 (菲律宾株) SjIrV1 序列完全一致，故命
名为 SjIrV1。 




虫体和 42 d雄虫转录量较低，35 d和 42 d虫体
表达量最高，42 d 雌虫的转录量显著高于 42 d
雄虫，t检验分析结果表明 42 d雌虫与雄虫转录
量差异性极显著，P＜0.001 (图 1)。 
 
图 1  实时荧光定量 PCR 分析 SjIrV1 基因在日本血
吸虫不同阶段虫体的表达情况 
Fig. 1  Differential expression of SjIrV1 in different 
stages of S. japonicum analyzed by Real-time PCR. 7 d: 
7 days schistosomula; 14 d: 14 days schistosomula; 21 d: 
21 days schistosomula; 28 d: 28 days worms; 35 d: 
35 days worms; 42 d: 42 days worms; 42 d(f): 42 days 
female worms; 42 d(m): 42 days male worms.  
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理论值 67.80 kDa 偏大 (SjIrV1 去除信号肽后预
测分子量约为 63.8 kDa，表达载体蛋白大小约




白相符 (表 2)。结果表明 pET28a (+)-SjIrV1重组
蛋白成功诱导表达并主要以可溶性形式存在，
rSjIrV1得到较好的纯化效果。 








性 (图 3)。 
 
图 2  SDS-PAGE 分析 pET28a (+)-SjIrV1/BL21 重组
蛋白的表达 
Fig. 2  SDS-PAGE ananlysis of the expression products 
of pET28a (+)-SjIrV1/BL21 in E. coli. M: low-molecular 
protein marker; 1, 2: supernatant and inclusion bodies of 
the recombinant protein, respectively. 3: purified 
recombinant protein of pET28a (+)-SjIrV1/BL21. 
表 2  rSjIrV1 串联质谱 (BIOWORKS 软件) 结果分析 











PI Identified name 
gi|3687623 77 28 51.20% 66027.29 5.04 
gi|3687623|gb|AAC62193.1|Calcium-bind
ing protein Sj66 [Schistosoma japonicum]
Results showed the purified recombinant protein identified as a homolog of a 66 kDa calcium-binding protein from 
S. japonicum. 
 
以各时期虫体 (7 d、14 d、21 d、28 d、35 d) 
蛋白作为抗原，小鼠抗 tubulin mAb、SjIrV1 重
组蛋白免疫 BALB/c 小鼠血清作为一抗除了在
55 kDa处显示出 tubulin蛋白条带外，在 94 kDa
和 66 kDa处出现较明显的两条带 (图 4)，HPLC
和 MS/MS 鉴定分析两处均为 66 kDa 钙结合蛋
白，即 SjIrV1。 
2.5  日本血吸虫体内 SjIrV1 蛋白的表达分布
观察 
通过荧光显微镜可观察到 Cy3 标记的山羊抗
小鼠 IgG 二抗发出的红色荧光，DAPI 复染核后发
出的蓝色荧光(B)，以免疫前小鼠血清作阴性对照 
(A)，免疫荧光染色实验结果表明，该蛋白广泛分布
于虫体实质及表膜，其中在表膜中表达最高 (图 5)。 




图 3  pET28a (+)-SjIrV1 重组蛋白的抗原性分析 
Fig. 3  Antigenicity analysis of recombinant protein 
pET28a (+)-SjIrV1. M: protein marker; 1: stained with 
infected mouse serum; 2: stained with mouse anti-His 
mAb; 3: stained with mouse serum against SjIrV1; 4: 
negative serum control. 
2.6  免疫小鼠血清抗 rSjIrV1 蛋白特异性抗
体的检测 
利用间接 ELISA 法检测各组小鼠血清中抗
rSjIrV1 特异性 IgG 抗体水平变化，实验结果表
明，重组蛋白免疫组小鼠在第 1次免疫后就检测




特异性 IgG 抗体水平差异性极显著 (P＜0.01)。
206 佐剂对照组和 PBS 对照组在 3 次免疫后抗
rSjIrV1 的特异性 IgG 抗体滴度均未出现明显的
变化，只在剖杀时才出现低滴度的抗 rSjIrV1 的
特异性 IgG抗体 (图 6)。 
 
图 4  各期别虫体蛋白中 SjIrV1 的表达分析 
Fig. 4  Expression of SjIrV1 protein in different stages 
of S. japonicum analyzed by Western blotting. M: 
protein marker; 1−5: proteins of 7 days, 14 days, 21 
days, 28 days, 35 days worms were probed with mouse 
serum against SjIrV1 and anti-tubulin mAb. 
 
 
图 5  SjIrV1 蛋白的免疫组织定位 (100×)  
Fig. 5  Immunolocalization of SjIrV1 in 35 d of S. japoicum(100×). secondary antibody Cy3-conjugated anti-mouse 
IgG (red) were used for fluorescence detection of SjIrV1 on worm section. DAPI (blue) was used to stain parasite 
nuclei. (A) The section was probed with native mice serum (the negative control). (B) The section was probed with anti- 
SjIrV1 mouse serum. 




图 6  BALB/c 小鼠血清抗 rSjIrV1 特异性 IgG 抗体水平检测结果 
Fig. 6  Specific IgG level against SjIrV1 in the sera of BALB/c mice by ELISA. Mice were injected with rSjIrV1, 206 




rSjIrV1 蛋白特异性 IgG1 和 IgG2a 抗体进行
测定，结果显示，随着 3 次免疫的进行，206
佐剂组对照组 IgG1和 IgG2a抗体亚型没有明
显的趋势变化，但 rSjIrV1 蛋白免疫组 IgG1
和 IgG2a 抗体亚型均呈上升趋势且免疫组与
对 照 组 差 异 性 均 极 显 著  (P ＜ 0.01) ，
IgG1/IgG2a 比值不断下降，提示重组蛋白
rSjIrV1可能诱导小鼠产生 Th1型占主导的免
疫反应  (表 3)。 
2.7  动物保护性试验结果 
重组蛋白免疫保护试验结果显示与 206佐剂
对照组比较，rSjIrV1 在 BALB/c 小鼠中诱导了
12.25％的减虫率，34.07％的肝组织减卵率，t检
验分析表明对照组与免疫组均没有产生显著性
差异 (表 4)。 
表 3  rSjIrV1 诱导产生的抗体亚型分析 
Table 3  IgG immune profile induced by vaccination with rSjIrV1 
Time 
206 adjuvant r SjIrV1 IgG1/ IgG2a 
ratio of rSjIrV1IgG1 IgG2a IgG1 IgG2a 
First immune 0.095±0.001 0.087±0.001 0.592±0.039* 0.197±0.019* 3.200 
Second immune 0.090±0.001 0.084±0.001 1.603±0.019* 1.099±0.044* 1.480 
Third immune 0.086±0.001 0.083±0.001 1.648±0.023* 1.235±0.045* 1.350 
The results are presented as x ±s for each group. The asterisks(*) indicate statistically significant compared to group of 
animals immunized with 206 adjuvant (P<0.01). 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2013  Vol.29  No.7 
http://journals.im.ac.cn/cjbcn 
900 
表 4  BALB/c 小鼠免疫保护试验结果 
Table 4  Results of protective efficacy against S. japonicum challenge in mice induced by rSjIrV1 
Group 
Average worm 
burden ( x ±s)
Percent reduction in 
worm burden (%) 
P value Eggs/g liver ( x ±s)
Percent reduction in 
liver egg count (%)
P value
206 adjuvant 26.86±1.68 −  108 600±15 380 − − 
rSjIrV1 23.57±2.79 12.25 >0.05 71 600±7 421 34.07 >0.05
Statistically significant compared to group of animals injected with 206 adjuvant. 
 


















血吸虫 cDNA文库获得 SmIrV1和 SmIrV5两个基
因，其中 IrV5 蛋白是 WHO/TDR 提出的血吸虫
疫苗候选分子[15]，SmIrV1 和 SjIrV1 均属于非
EF-hand结构的钙网织蛋白家族。 
本研究将去除 N-末端区信号肽后的 SjIrV1
编码基因亚克隆到带有 His-tag的 pET28a (+) 原
核表达载体中并在大肠杆菌中表达，经
SDS-PAGE 分析表明获得的重组蛋白分子量约







达情况时，显示在 66 kDa和 94 kDa处出现明显
条带，后经 HPLC和 MS/MS进一步鉴定确认两
条带中均含有目的蛋白 SjIrV1。Hooker 等将
SjIrV1 亚克隆到 pQE30 表达纯化后 SDS-PAGE
分析重组蛋白大小约 90 kDa，与我们获得的重组
蛋白大小相近，都比理论值 (66 kDa) 偏大[10]。
在 SDS-PAGE 分析中会出现这种偏差，推测
SjIrV1可能结合了某种物质而改变了其构象，使
其显示出相对分子质量为 94 kDa 蛋白的情况，


























































IgG、IgG1、IgG2a 抗体，抗 rSjIrV1 抗体亚型
IgG1/IgG2a比值不断下降，IgG2a 主要激活 Th1
型辅助细胞，而 IgG1主要促进 Th0前体细胞向
Th2 细胞转化[25]。推测 rSjIrV1 可能诱发小鼠抗
日本血吸虫感染的 Th1/Th2混合型免疫反应，但
以 Th1型占主导。保护性动物实验显示，重组蛋
白 rSjIrV1 免疫的 BALB/c 小鼠，其减虫率和减
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